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ABSTRACT 
Electron microscopic radioautography has been used to study the synthesis of mitochondrial 
DNA after incorporation of thymidine-SH by cultures in logarithmic phase of Tetrahymena 
pyriformis during periods ranging  from 15 re.in to  12 hr. The great majority of silver grains 
are distributed over the maeronuclei, the micronuclei, and the mitochondria. The intensity 
of the label over the entire mitochondrial population is a function of the length of the in- 
cubation period within the time interval considered. The intensity of the mitoehondrial 
label was compared with that of the nuclear label. Mitochondria incorporate at the same 
rate whether the nuclei are synthesizing or not. This persistence of mitochondrial incor- 
poration in the absence of nuclear incorporation excludes the hypothesis of a nuclear origin 
for mitochondrial DNA. We are not able to determine whether the apparent continuity of 
synthesis in the  entire mitochondrial population of a  cell actually represents a  series  of 
asynchronous discontinuities. 
INTRODUCTION 
AprSs avoir 6t6 longtemps contest6e,  l'existence de 
I'ADN cytoplasmique n'est plus ~t d6montrer, et il 
est maintenant bien connu, ~  la suite d'un bon 
hombre de  travaux  (Hoff-J6rgensen et Zeuthen, 
1952;  Steinert,  1960;  Ch6vremont et  al.,  1961; 
Riset  Plaut,  1962;  Ch~vremont,  1963;  Nass  et 
Nass,  1963;  Luck  et  Reich,  1964;  ChSvremont, 
1965;  Nass  et  al.,  1965;  Kislev  et  al.,  1965; 
Schuster,  1965;  Bisalputra  et  Bisalputra,  1967; 
Granick et Gibor, 1967), que cet ADN est li6 aux 
structures  mitochondriales,  kin&oplastiques,  ou 
chloroplastiques. Cet ADN poss~de des propri$t6s 
biochimiques  qui  le  diff6rencient  de  I'ADN 
nucl6aire (Suyama et Preer,  1965;  Kroon,  1966; 
Sinclair,  1966;  Moustacchi et Williamson, 1966; 
Borst et al., 1967 a, bet ¢; Dawid et Wolstenholme, 
1967;  Mounolou,  1967;  Pik6  et  al.,  1967):  son 
poids  mol6culaire est  tr6s  bas,  et,  pour  un bon 
nombre d'organismes, sa densit6 de flottaison est 
faible, de m~me que le rapport des bases GC/AT. 
On sait aussi que sa  mol6cule est le plus souvent 
circulaire,  d'une longueur d'environ 5  /z  (Nass, 
1966;  Sinclair et Stevens,  1966;  Van Bruggen et 
al.,  1966) et qu'il est d6pourvu d'histones (Stein- 
ert,  1965). 
L'existence d'ADN hors du noyau pose 6videm- 
ment  le  probl~me  de  ses  rapports  avec  I'ADN 
nucl6aire:  I'ADN cytoplasmique et  I'ADN  nu- 
cl6aire  ont-ils la  m~me  origine  dans  la  cellule 
et,  sinon,  leur  synth~se  ob6it-elle  aux  m~mes 
modalitfs  chronologiques  au  cours  du  cycle 
cellulaire?  Ch~vremont  (1963)  envisage  le 
369 premier  ce  probl~me.  Dans  des  fibroblastes  de 
poulet soumis ~t des conditions de cultures particu- 
li6res,  il  voit  une  accumulation  d'ADN  dans  les 
mitochondries.  I1  interpr&e  ce  fair  comme 
montrant que  I'ADN  est  normalement synthfitis6 
par les mitochondries qui le transf~rent ensuite au 
noyau.  Les  travaux  qui  suivent  apportent  des 
conclusions  difffrentes.  Pour Bell et Mtihlethaler 
(1964),  I'ADN  des  mitochondries  et  des  chloro- 
plastes vient au contraire du noyau,  au moins en 
partie.  Pour  les  auteurs  cites  ci-dessous,  I'ADN 
mitochondrial  se  synth6tise sur  place.  En  ce  qui 
concerne la chronologie,  les rfisuhats obtenus sont 
de  deux  sortes:  pour  certains  auteurs  (Parsons, 
1964,  chez  Tetrahymena pyriform#; Reich et Luck, 
1966,  chez  Neurospora crassa; Evans,  1966,  et 
Guttes  et  al.,  1964  et  1967,  chez  Physarum poly- 
cephalum),  la  synth~se  de  I'ADN  mitochondrial 
intervient pendant tout le cycle  cellulaire,  tandis 
que pour d'autres il y  a  synchronisation des deux 
syntheses,  synchronisation  parfaite  comme  le 
constatent  Steinert  et  Steinert  (1962)  pour  le 
kin6toplaste de Trypanosoma mega, ou synchronisa- 
tion partielle comme le constate Cameron  (1966) 
pour  les  mitochondries  de  Tetrahymena pyriformis. 
Cette vari~t~ d'opinions nous a  paru donner de 
l'int6rSt  au  probl~me.  Le  prfisent  travail  a  6t6 
entrepris  pour  r~6tudier  par  voie  radioauto- 
graphique au microscope 6lectronique les rapports 
de  la  synth~se de  I'ADN  nucl6aire  avec  celle  de 
I'ADN  mitochondrial chez  Tetrahymena pyriformis. 
Le choix du mat~riel a  6t6 guid~ par le fair que, 
chez ce Cili6,  les  noyaux  (macronoyau  et micro- 
noyau) sont de localisation centrale dans la cellule 
alors  que  la  plupart  des  mitochondries  sont 
pfiriph~riques.  Cette disposition favorable filimine 
tout risque de confusion dans l'interpr6tation des 
radioautographies  entre la radioactivit6 nuclfiaire 
et  la  radioactivit6  mitochondriale,  malgr6  le 
pouvoir  s6parateur  faible  ~t  l'fichelle  des  ultra- 
structures,  de  la  m6thode radioautographique  au 
microscope ~lectronique. 
Plusieurs  auteurs  ont  dfij~  utilisfi  ce  syst~me 
eellulaire  mais,  1~  aussi,  les  opinions  divergent. 
Pour  Parsons  (1965)  la synth~se d'ADN  dans les 
mitochondries  est  continue,  c'est-~-dire  qu'elle 
n'est  pas  restreinte  aux  phases  de  synth~se 
nucl6aire.  A  l'oppos~,  Cameron  (1966),  tout  en 
reconnaissant  que  I'ADN  mitochondrial  se 
r6plique  durant  la  plus  grande  partie  du  cycle 
cellulaire,  voit  cette  r~plication  augmenter 
pendant  la  synth~se  de  I'ADN  micronucl~aire. 
Enfin,  Stone  et  Miller  (1965)  adoptent  une 
position  interm6diaire en  admettant la possibilit6 
d'une telle corrflation, mais sans la d6montrer. Ces 
divergences  ont  motiv6  le  travail  que  nous 
pr~sentons ici. 
MATERIEL  ET  TECHNIQUES 
Tettahymena pyriformis, (varifitfi I,  type  conjugant I) 
est  maintenu en  culture  ax~nique  ~t  28°C  darts  un 
milieu prot~ose-peptone (Difco Laboratories, Detroit, 
Mich.)  ~  la concentration de  1-2%  (Plesner et al., 
1964).  Des  repiquages  quotidiens  nous  fournissent 
des populations en phase logarithmique de croissance 
dont le temps de doublement est d'environ 6 heures. 
A  de telles  cultures,  nous  ajoutons de la thymidine 
m6thyle-3H d'activit~ spficifique 9,7 Ci/rma ~ raison 
de 200 ~  Ci/ml.  Apr~s l'addition du pr~curseur,  les 
tubes de culture sont replaces ~t 28°C, pour des dur~es 
de  15  minutes,  30  minutes,  1  heure,  2  heures,  6 
heures, ou  12 heures. 
Pour  la  radioautographie,  tes  Cili~s  sont  con- 
centr~s par centrifugation, fixes ~  la glutarald~hyde 
A 1% dans un tampon phosphate 0,05 M pendant 20 
minutes, puls au tfitroxyde d'osmium ~  2% dans un 
tampon  identique pendant  1 heure.  Ils sont ensuite 
pr~inclus  dans  un  caillot  de  fibrine  (Charret  et 
Faur~-Fremiet,  1967).  Les  pr6inclusions  sont  dfis- 
hydrat~es et incluses en Epon.  La coupe  est  faite 
l'ultrotome  LKB  avec  un  couteau  de  diamant  en 
s'attachant ~ obtenir des s~ries de coupes d'~paisseur 
uniforme. Les coupes sont alors trait~es pour la radio- 
autographic de haute rfisolution. Pour cela, elles sont 
d'abord  dfipos~es  sur une lame de  verre recouverte 
d'une  membrane de cello~dine  (Granboulan,  1965), 
color~es pendant 15-20 minutes ~ l'ac~tate d'uranyle 
alcoolique,  puis au citrate de plomb selon Reynolds 
(1963) pendant 5 minutes. Puis les lames ainsi trait6es 
sont carbonics et recouvertes par trempage d'~mul- 
sion Ilford L4.  Apr~s une exposition de 5  semaines, 
les radioautographies sont r~v~Ifies et fixfies. Ensuite, 
la membrane de celloidine est ddcoll~e du  verre  par 
flottage,  et les coupes sont recueillies sur  des grilles 
de maille 200.  Enfin, la membrane de cello~'dine  est 
amincie  dans  l'acfitate  d'isoamyle.  L'ensemble  de 
cette technique se r~fe~re ~t celle de Droz  (1967). 
Pour  les  digestions  enzymatiques,  les  cellules  in- 
cub~es avec de la thymidine triti~e sont fix~es  darts 
du formol ~  10% dans un tampon phosphate 0,05 M 
~t 4°C  pendant 20 minutes et traitfies par la DNase, 
selon la technique de Swift et al.,  (1964) pendant 4 
heures  A  37°CI. Les  t~moins  sont  incubfis  dans  un 
milieu identique d6pourvu de DNase.  Ce traitement 
est suivi d'une fixation ~ l'acide osmique ~t 2% dans 
un tampon phosphate 0,05 M. Les coupes des cellules 
ainsi  traitfies  sont  radioautograpbi~es  comme  nous 
l'avons dficrit plus haut. 
Les examens des radioautographies au microscope 
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graphier  plusieurs fois la m~me section d'une cellule. 
Dam ce but, nous n'avons observ6 qu'une seule coupe 
par  grille, en  photographiant  toutes  les sections  de 
Cili& pr6sentes dans cette coupe. Les grains d'argent 
ont fit6 d6nombr6s  en ne tenant compte que de ceux 
qui se trouvent situ& en totalit6 ou en majeure partie 
au dessus  d'un profil de mitochondrie. 
Les  tests  statistiques  de  comparaison  des  pour- 
centages  ont fit6  effeetu& par la m&hode du  X  2 de 
Pearson,  le  scull  de  signification  adopt6  &ant  le 
seuil habituel de 5%. 
R]~SULTATS 
V alidit~ des Radioautographies 
Dans  les  conditions  de  nos  experiences,  los 
grains d'argent  sc r&partissent  cn presquc  totalit~ 
au  dcssus  des  profils  de  macronoyau,  de  micro- 
noyau,  et  dc  mitochondrics  (Figs.  1  ct  2).  Lc 
traitemcnt prSalablc h la DNasc los fait disparaltre 
alors qu'ils sont encore visiblcs sur le tSmoin.  Ces 
r6sultats,  attcndus,  conf&rcnt  aux  grains  d~argent 
ainsi localis& unc tr& hautc significativit& vis h vis 
dc  l'incorporation  du  pr&urscur  radioactif  dans 
I'ADN synth&is&  pendant  le temps  de marquage 
par  lcs  trois cat6gorics  d'organitcs  pr&it&.  Nous 
avons, en outre, not~ la pr&cnce de grains d'argent 
sur  quelqucs cin&osomcs  (Fig.  2). 
Cependant,  un petit nombre de grains d'argcnt 
n'ob~it pas h cettc r~partition.  Les uns se trouvcnt 
diss~min&  au  hasard  sur  route  la  surface  de  la 
coupe,  y  compris  les  espaces  extracellulaires;  ce 
sont  des  grains  de  fond,  sans  signification.  Nous 
avons  op~r&  de  fa~on  h  maintenir  leur  nombre 
aussi basquc  possible.  Cc hombre ne d6passc  pas 
un  grain  par  100  jz  2 de  sorte  quc  l'erreur  qu'ils 
introduiscnt  est  n6gligcable,  ct  nous  n'avons  pas 
jug~  utile  d'cn  tcnir  compte  en  appliquant  unc 
correction  h  nos  d6nombrcments.  Les  autrcs  se 
trouvcnt  situ6s  au  dcssus  des  profils de vacuolcs. 
On sait que chez Tetrahymena en culture ax~nique, 
les  vacuoles  sont  nombreuses  et  volumineuses 
(Figs.  1, 2, et 8).  Ce sont des vacuoles digestives 
contenu  nutritif  tr~s  dilu&  Le  nombre  de  grains 
d'argent superpos& ~ ces vacuoles est sup6rieur au 
fond.  Ces  grains  repr&entent  sans  doute  des 
mol&ules du traceur en transit vers les lieux d'in- 
corporation,  mol&ules  que  la  fixation  et  les 
opfrations subs6quentes n'auraient  pas  lav&s.  Ce 
marquage  parasite  n'a  pas  g~n6  nos  d6nombre- 
ments  de  fa§on  sensible,  puisque  nous  n'avons 
tenu  compte que  des  grains  situ&  en  totalit6  ou 
presque  au  dessus  des  profils mitochondriaux. 
Nos  d6nombrements  concernent  les  grains 
d'argent  superpos&  aux  mitochondries.  I1  &ait 
donc  important  que  la radioactivit6  des  noyaux, 
souvent  61ev6e  avec  les  doses  que  nous  avons 
employ6es  (Figs.  1  et  9),  ne  provoque  pas  la 
formation de grains d'argent sur les mitochondries 
voisines.  Une  disposition  heureuse  fait  que,  chez 
Tetrahymena pyriformis, il n'y  a  que  tr~s  rarement 
des  mitochondries  au voisinage des noyaux  (Figs. 
1,  8,  et  9).  La  majorit6  des  mitochondries  est 
situ& sous la pellicule, A une distance des noyaux 
tr&  sup6rieure  au  pouvoir  s6parateur  de  la 
m&hode radioautographique,  et il est fr6quent de 
trouver  de  tr&  grandes  surfaces  de  coupe  d6- 
pourvues  de noyau  mais  riches  en mitochondries 
(Fig. 2). 
L 'Intensit~  du Marquage  des 
Mitochondries  en Fonction  du  Temps 
Afin  d'&udier  le  marquage  mitochondrial  en 
fonction du temps, nous avons, pour chaque temps 
de marquage, compt~ le nombre de mitochondries 
radioactives dans une certaine surface de coupe et 
le nombre  total  des mitochondries  dans  la m~me 
surface. Les figures 3 h 6 montrent des portions re- 
pr6sentatives  de ces surfaces pour les temps de 30 
minutes,  I heure, 2 heures, et 6 heures, respective- 
ment. Nous avons ensuite calcul6 les pourcentages 
et  les  intervalles  de  confiance  (Tableau  I).  Ces 
r6sultats,  report6s  sur  un  graphique  A coordon- 
n6es  arithm6tiques,  nous  donnent  des  points 
grossi~rement align6s (Fig.  7). Donc,  pour l'inter- 
valle de temps consid6r6, qui couvre environ deux 
gdn6rations  cellulaires,  le  pourcentage  de  mito- 
chondries  marqu6es  augmente  avec  le  temps  de 
marquage. 
L'Intensit~ du Marquage  Mitochondrial 
en Fonction  du Marquage  des Noyaux 
Le  r&ultat  pr&&dent  concerne  l'ensemble  des 
mitochondries  de la population sans  tenir compte 
de l'&at du macro  noyau ni du micronoyau.  C'est 
donc une sommation  des diff&entes situations  du 
cycle cellulaire. I1 est int6ressant de rechercher si ce 
r&ultat  se  conserve  si  l'on  ne  consid&re  que  la 
fraction  de population  qui effeetue, ou n'effectue 
pas,  la  synth~se  de  son  ADN  macronucl~aire  ou 
micronucl~aire. 
L'intensit&  de  l'image  radioactive  des  noyaux 
est variable selon les phases du cycle et permet de 
R.  CItARRET ET J.  ANDRE  La Synth~se de I'ADN Mitochondrial  371 FIGURE 1  Radioautographie  montrant le  macronoyau  (Mn)  et  le  micronoyau  (ran) tr~s  fortement 
marquis.  I_a  moitib environ des  mitochondries est  ~galement marquee.  L'intensit~ du  marquage  des 
noyaux et la localisation stricte des grains d'argent au dessus des chromosomes du micronoyau confirment 
l'incorporation de la thymidine-3H dans I'ADN. Deux grains d'argent s'observent sur une vacuole (V). 
Marquage de 1~ heures, exposition de 5 semaines. X  11~00. I¢IGURE $  Portion de cellule montrant l'ineorporation de thymidine-SH par les mitochondries. La plupart 
des grains d'argent sont sur les profils mitoehondriaux.  Un grain se remarque sur un cin6tosome  (fl6che). 
Vacuole  (T/T). Marquage  de 6  heures,  exposition de 5  semaines.  )<  17,400. 
373 FIGURES 8--6  Intensit6 de la radioactivit6 mitochondriale par rapport au temps de marquage. Les temps 
de marquage sont successivement 15 minutes  (Fig. 3),  1 heure  (Fig.  4),  £ heures  (Fig.  5),  et 6 heures 
(Fig. 6). Exposition uniforme de 5 semaines. On voit que le nombre de mitochondries marqu6es par rapport 
au nombre total de mitochondries augmente avec le temps de marquage: on trouve 8%  (Fig. 3),  11% 
(Fig. 4), 80%  (Fig. 5),  et 66%  (Fig.  6).  X  ~0,000. FIGtraEs 5 et 6  Voir l~gende sous Figs. 8 et 4.  X  ~0,000. 
375 TABLEAU  I 
Ma, quage Mitochondrial  en  Fonction  du  Temps 
Temps  ~  h  ~  h  1 h  2 h  4 h  6 h  12 h 
Nombre de mitochondries  9 
radioactives 
Nombre  total  de  mito-  567 
ehondries 
Pourcentage et 6cart-type*  ! .64-1.0 
12  49  141  159  242  363 
539  859  1426  1144  816  860 
2.2-4-1.2  5.7+1.4  9.84-1.5  13.84-2.0  29.6-4-3.1  42.24-3.3 
Intensit6 du marquage des mitochondries exprim6e en pourcentage de mitochondries radioactives, pour 
des dur6es allant de 15  minutes A 12  heures. 
* L'6cart-type a 6t6 calcul6 selon la formule habituelle A /  pq 
T  n 
50 
40 
30 
20 
10 
pourcenlage  de 
mitochondries  radioactives 
1  2  4  6 
/ 
1~2 heures 
FIGURE 7  Repr6sentation  graphique  de  l'intensit6  du  marquage  des  mitoehondries en  fonetion  du 
temps. 
distinguer  les  noyaux  peu  ou  pas  marqu6s,  en 
phase G1 ou G~ (Figs. 8 et 9)  des noyaux marqu6s 
ou fortement marqu6s,  en phase S  (Figs.  1 et 9). 
CAS  DES  NOYAUX  NON  MARQUI~S:  Pour  les 
temps  de  marquage  courts,  on  trouve  assez  fr6- 
quemment des noyaux non marqu6s. Dans ce cas, 
on trouve n6anmoins un marquage mitochondrial, 
dont l'intensit6 est fonction du  temps,  conform6- 
ment ~t  ce que l'on a  vu  au Tableau  I  et  sur la 
figure 7.  Les figures 8  et 9  donnent des exemples 
de  mitochondries marqu6es  dans  des  cellules oh 
le macronoyau (Fig. 8)  ou le micronoyau (Fig. 9) 
ne le sont pas.  I1 en est de m~me dans les figures 
ob  l'on volt les  deux noyaux simultan6ment non 
marqu6s.  I1  n'y  a  done  pas,  dans  le  marquage 
mitochondrial, de discontinuit6 synchronis6e avec 
celle du marquage des noyaux. 
CAS  DU  MACRONOYAU MARQUIS:  Nous avons 
cherch6  A  reconnattre  s'il  existe  une  diff6rence 
dans l'intensit6 du marquage mitochondrial entre 
les  cellules  dans  lesquelles  le  macronoyau  est 
marqu6  et celles oh  il  ne l'est pas.  Les nombres 
obtenus  sont  rassembl6s  dans  le  Tableau  II. 
Nous avons 61imin6 les marquages de  15  minutes 
pour lesquels le  marquage  des mitochondries est 
tr&s  faible  (Tableau  I),  et  les  marquages  de  4: 
heures et davantage, pour lesquels le non marquage 
macronucl6aire  est  impossible,  le  temps  de 
g6n6ration 6tant d'environ 6  heures et la  phase S 
d'environ 2 heures. Les deux pourcentages obtenus 
pour  chaque  temps  sont  compar6s.  Les  dif- 
f6rences sont, dans tousles cas,  non significatives 
au seuil habituel de 5%.  I1 y  a  donc identit6 dans 
le  marquage  mitochondrial,  que  le  macronoyau 
soit, ou non, en phase S. 
376  THE  JOURNAL OF CELL BIOLOGY • VOLUME 39,  1968 FmVRE 8  Dam cette cellule, certaines mitochondries sont marqu6es bien que le maeronoyau (Mn) ne le 
soit pas (phase G1 ou G~).  Vacuole ([1). Marquage de 2 heures, exposition de 5 semaines. )<  7500. 
FIGURE 9  Deux mitochondries sont marqu6es alors que le micronoyau (ran) en fin de phase G2 ne l'est 
pas. Le macronoyau (Mn) est en phase S. Marquage de 4 heures, exposition de 5 semaines. X  14,400. 
377 DISCUSSION 
Sp~cificit~ du Marquage par la 
Thymidine  Triti~e 
L'existence  d'ADN  cytoplasmique  chez  Tetra- 
hymena pyriformis est  signal6e  en  1960  par  Scher- 
baum.  Puis  Parsons  (1964),  ainsi  que  Stone  et 
Prescott  (1964)  localisent  cet ADN  dans  les 
mitochondries  en  montrant  que ces organites  in- 
corporent  la  thymidine  triti6e. 
Mais  certains  auteurs  (Albach,  1967)  ont 6mis 
1'objection  que,  chez  Tetrahymena en  croissance 
rapide,  la  thymidine-SH  n'est  pas  incorporde 
uniquement  dans I'ADN.  Cependant,  nos  images 
de noyaux dans lesquels le marquage nucl6aire est 
intense  (Fig.  l) indiquent que la quasi totalit5 de 
la  thymidine  est  incorpor6e  dans  la  chromatine. 
Nos  images  de  micronoyaux  en  mitose  montrent 
d'autre  part  une  stricte  localisation  de  la  radio- 
acfivit&  dans  les  chromosomes.  L'observation  de 
grains  d'argent  dans  les  vacuoles  digestives 
(Figs.  1 et 8) sugg~re la pr6sence de thymidine en 
cours d'ingestion non 61iminSe lors des op6rations 
qui  suivent  la  fixation.  Les  grains  vus  sur  les 
cinStosomes,  signalent  probablement  la  pr6sence 
d'ADN au niveau des corpuscules  basaux,  ce qui 
confirme  les  observations  de  Randall  et  Disbrey 
(1965). 
Ces divers faits,  ajoutfs ~ Faction de la DNase, 
font  que l'on  peut  consid6rer  sans  erreur  impor- 
tante  les  grains  d'argent  superposfs  aux  mito- 
chondries  comme  dfnotant  de  I'ADN  synth6tis6 
pendant la dur6e de l'expfrience. 
L 'Origine de I'ADN Mitochondrial 
Nous  avons  montr6  que  Tetrahymena pyriformis 
en phase logarithmique de croissance incorpore la 
thymidine  triti6e  dans  ses  mitochondries  pendant 
tout  le cycle cellulaire  et  en  particulier  pendant 
les  phases  de  non  synth~se  de  I'ADN  nucl6aire. 
Ce r6sultat est conforme A celui de Parsons  (1965) 
sur  le  m~me  mat6riel,  de  Guttes  et  al.  (1964  et 
1967),  Evans  (1966)  sur Physarum  polycephalum, de 
Reich  et  Luck  (1966)  sur  Neurospora crassa, de 
Chiang et Sueoka  (1967)  sur Chlamydomonas, et de 
Meyer  et  Ris  (1966)  sur  des  cultures  de  tissus. 
Ces  rfsultats  convergents  indiquent  clairement 
que  la  synth&se  de  I'ADN  mitochondrial  se  fait 
sur place, et rend tr6s improbable l'interpr6tation 
de  Bell et Mtihlethaler d'une cession d'ADN par 
le noyau  aux mitochondries. 
Nous  avons montr6  d'autre  part  que la radio- 
activit6  de  l'ensemble  du  chondriome  d'une 
cellule  augmente  r6guli~rement,  sans  variation 
brusque,  en raison directe du temps.  On sait  par 
contre,  que  les  phases  de  synth~se  de  I'ADN du 
macronoyau  comme  du  micronoyau  sont  des 
ph6nom~nes  brusques  qui  ont  lieu ~t des p6riodes 
diff6rentes  au  cours  du  cycle  cellulaire  (Mc- 
Donald, 1962).  La double  ind6pendance cin6tique 
de  la synth~se  de  I'ADN mitochondrial  vis ~t vis 
des  syntheses  nucl6aires  rend  improbable,  dans 
notre  syst~me  cellulaire,  le transport  d'ADN  des 
mitochondries vers le noyau,  ainsi que le pensent 
Ch~vremont et ses collaborateurs pour des cellules 
en culture. 
Ainsi,  nos  r6sultats  tendent  ~  montrer  que 
I'ADN des mitochondries de Tetrahymena  pyriformis 
est  proprement  mitochondrial,  qu'il  se  r6plique 
sur place de fa~on autonome, ind6pendamment du 
noyau.  Cependant,  il  est  6vident  qu'un  syst~me 
de  r6gulation  accorde  la  vitesse  de  la  synth~se 
de  I'ADN  du  chondriome  avec celle de  I'ADN 
des  noyaux  de fa~on  ~  maintenir  constant,  au 
long  des  g6n6rations  cellulaires,  le  nombre  des 
mitochondries par cellule et le rapport  volume du 
chondriome  sur  volume  des  noyaux.  Certaines 
conditions  trophiques  peuvent  d6truire  momen- 
tan~ment  cet  6quilibre  (Moustacchi  et  William- 
son,  1966)  mais,  h  longue 6ch6ance,  la  lignfe 
cellulaire ne peut se maintenir que s'il se rftablit. 
La Continuit~  de la Synth~se 
d'ADN par les Mitochondries 
Les r~sultats  donn6s  par les Tableaux  II et III 
sont  en  contradiction  avec  ceux  de  Cameron 
(1966)  qui  note  une  augmentation  de  la  radio- 
activit~  des  mitochondries  pendant  la  phase  S 
micronucl&aire et  de  Stone  et Miller  (1965)  qui 
estiment qu'il existe une corr~lation entre la phase 
de synth~se de I'ADN nucl&aire et celle de I'ADN 
mitochondrial.  La contradiction  vient sans  doute 
du  fait  que  ces  auteurs  utilisent  des  cultures  en 
phase  stationnaire  qu'ils  enrichissent  en  milieu 
frais en m~me temps qu'ils ajoutent le pr6curseur 
radioactif.  Ils  dSclenchent  ainsi  uile  synth~se 
g6n6ralisSe d'ADN h la lois dans les noyaux et les 
mitochondries,  de  sorte  que  la  corr61ation  qu'ils 
observent  est  provoqufie  par  les  conditions 
trophiques. Nous pensons que le syst~me que nous 
avons employ6 (cultures r6guli~rement entretenues 
en phase logarithmique), dans lequel l'addition du 
pr6curseur  ne  s'accompagne  d'aucun  choc 
trophique,  est  plus  proche  de  la  physiologic 
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Marquage Mitochondrial  en Fonction du Marquage Macronucl~aire 
Temps  ~  h  1 h  2 h 
Macronoyau  Non marqud  Marqud  Non marqud  Marqud  Non marqud  Marqud 
Nombre de mitochondries radio- 
actives 
Nombre  total  de  mitochondries 
Pourcentage 
Comparaison des pourcentages 
2  2  16  5  25  27 
103  143  337  82  238  294 
1.9  1.4  4.7  6.1  10.5  9.1 
Non sign.*  Non sign.  Non sign. 
TABLEAUX II et III  Marquage mitochondrial en fonction du marquage des noyaux. (Tableau II, macro- 
noyau; Tableau III, micronoyau.) On a compar6, pour chaque temps de marquage, le pourcentage des 
mitochondries radioactives dang le cas du noyau non marqu6 avec celui du noyau marque. Leg tests de 
comparaison des pourcentages ont 6t6 effectu6s par la m6thode classique du x  2 de Pearson,  le  seuil  de 
signification adopt6 6tant le seuil habituel de 5%. 
* Non sign. : diff6rence non significative. 
TABLEAU  III 
Marquage Mitochondrial  en Fonction  du  Marquage Micronud~aire 
Temps  ~  h  1 h  2 h  4 h 
Non  Non  Non  Non 
Micronoyau  marqud  Marqud  rnarqud  Marqud  marqu5  Marqud  marqud  Marqud 
Nombre  de  mitochondries  1  3  11  12  11  23  7  7 
radioactives 
Nombre total de mitochon-  20  180  269  293  93  217  83  114 
dries 
Pourcentage  5.0  1.7  4.1  4.0  11.8  10.5  9.6  6.0 
Comparaison  des  pour-  Non sign.*  Non sign.  Non sign.  Non sign. 
centages 
Voir lfigende sous Tableau II. 
* Non sign. : diff6rence non significative. 
normale  des  cellules  et  qu'il  perturbe  moins  les 
phases de synth~se de I'ADN. 
Notre r6sultat s'oppose de mSme aux  observa- 
tions  faites  par  Bronchart  et  al.  (1966)  sur  des 
cellules m~rist6matiques de Sinapis pour lesquelles 
ils mettent en 6vidence une synchronisation de la 
synth~se de I'ADN des mitochondries et de I'ADN 
nucl6aire.  De  m~me,  Steinert et  Steinert  (1962) 
d6montrent chez Trypanosoma mega  une synchroni- 
sation  de  la  synth~se de I'ADN du  noyau et de 
celle  de  I'ADN  du  kin~toplaste.  Cette  derni~re 
diff6rence  est  int6ressante.  Le  kin6toplaste  des 
Trypanosomid6s  peut  ~tre  consid6r6  comme 
l'unique mitochondrie ~  ADN  de  la  cellule.  On 
peut penser que l'6volution n'aurait pas conserv6 
la  lign6e  si  noyau  et  kin6toplaste  n'6taient  pas 
pr~par~s  ensemble  ~  effectuer  leur  division. 
Quoique n'6tant pas la seule mani~re d'y parvenir, 
le synchronisme de la r6plication des deux stocks 
d'ADN assure parfaitement ce r6sultat.  La  situa- 
tion est diff6rente chez  Tetrahymena oh une popu- 
lation  d'environ 700  mitochondries assure  beau- 
coup plus facilement l'h6ritage des cellules-filles en 
mitochondries.  La  cytodi6r~se  donne  ~  chaque 
cellule-fille plusieurs  centaines  de  mitochondries 
dont  chacune  poss~de son  propre  stock  d'ADN. 
I1 n'appara~t pas comme 6volutivement important 
que  les  cycles  de  r6plication  de  I'ADN  des  dif- 
ffrentes mitochondries soient synchrones ni qu'ils 
soient accord6s avec ceux des noyaux. 
Nous  devons d'ailleurs souligner le fait que  la 
continuit6  de  synth~se  que  nous  avons  raise  en 
6vidence  n'est  valable  que  pour  le  chondriome 
pris  dans  son  ensemble.  I1  nous  est  impossible 
d'examiner une mitochondrie individuellement, et 
nous ne  pouvons d6terminer si  la continuit6 que 
nous  observons  n'est  qu'une  sommation  de 
R.  CHARRET ET  J.  ANDR/~  La  Synth~se de I'ADN  Mitochondrial  379 discontinuit6s  asynchrones,  ou  si  chaque  mito- 
chondrie  a  rfellement  une  synth~se  continue 
d'ADN,  sans  phase  de  repos,  ~  la  fa~on  des 
bactfiries en croissance rapide. 
Nous tenons ~ remercier MM,  B. Droz  et P.  Gran- 
boulan de nous avoir initi6s ~ la technique radioauto- 
graphique et M.  P.  Lazar pour l'aide apport~e dans 
l'interpr~tation statistique des r~sultats; M.  B. Droz 
nous a  utilement conseillfs Fendant la r6dactiGn de 
ee mannscrit. 
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